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   To clarify the problems of gene transfer in the fertility clinic, we investigated the safety and 
effectiveness of the gene transfer of mouse sperm using the lipofection method. 
   We used the pCAGGS-lacZ plasmid connected with cytomegarovirus enhancer/chicken  13-actin 
promoter as an adventitious gene. After incubation of the DNA-liposome complex and mouse sperm 
of epididymis in the medium, we investigated the sperm motility after gene transfer, in vitro fertilization 
rate of the gene transferred sperm, and gene expression of the fertilized ovum and fetus. 
   Sperm motility was lowered significantly with the increase in DNA density. The fertilization rate 
for in vitro fertilization was lowered significantly with the increase in DNA density. Gene expression 
was observed in some of the fertilized ova. In the fetus 12.5 days after embryo transfer, gene transfer 
was confirmed by the PCR method, but we could not find gene expression by X-gal staining. 
   We proved that the sperm with a gene transferred by the lipofection method could fertilize the 
ovum and transfer adventitious gene to ova. We speculate that sperm motility and fertility rate were 
lowered because the indroduction of DNA and the DNA-liposome complex destroyed parts of the cell. 
Development of a sperm fractionation method for DNA transfer and establishment of a method for 
effective and safe DNA transfer are awaited. 
                                             (Acta Urol. Jpn.  46:  591-595, 2000) 





























臨床的問題点 ・安全性について,リ ポフェクシ ョン法
によるマウス精子への遺伝子導入を行って検討 した.











子 運 動 能,② 遺 伝 子 導 入 さ れ た 精 子 の 体 外 受 精(in
vitrofertilization:IVF)率,③受 精 卵 お よ び 胎 仔 に
お け る 遺 伝 子 発 現 に つ い て 検 討 した.
実 験 動 物 と し て,7週 齢 のB6D2F1雌 雄 マ ウ ス お
よ び 同 週 齢 のICR雌 雄 マ ウ ス を,7日 間 飼 育 後,実
験 に 供 した.
精 子 は,B6D2Fl雄 マ ウ ス の 精 巣 上 体 尾 部 よ り採
取 し,こ れ をBSA(bovineserumalbumin,Sigma,
St.Louis)10mg/mlを含 むHTF(humantubular
fluidmedium,IrvineScientific,SantaAna)中で,
37℃5%CO2incubator内 に90分 放 置 し て か ら,以
下 の 実 験 に 供 し た.
導 入 遺 伝 子 と し てpCAGGS-lacZ(cytomegaro-
virusenhancer/chickenβ一actinprQmoterにlacZ遺
伝 子 を連 結 さ せ た も の)(Fig.1)を使 用 し た.
3cmdish上 に300μ1のHTF溶 液 を 入 れ,DNA
o.5～15μgと リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 試 薬(Lipofect
AMINEav,GIBCOBRL,Rockville)2μgとを混 和
し,最 終 濃 度 が0(コ ン ト ロ ー ル),1,10,20,30
μg/mlと な る よ う に 濃 度 を 調 整 後,30分 室 温 に て 放
置 し て か ら 実 験 に 用 い た.
① 遺 伝 子 導 入 後 の 精 子 運 動 能 の 測 定
2XlO6/ml精子 浮 遊 液 と1,10,20,30μg/mlDNA-
liposome複合 体 溶 液 と を 混 和 し,精 子 濃 度1×106/
ml,DNA濃 度0.5,5,10,15μg/mlの 検 体 溶 液 を
作 成 し た.そ れ ぞ れ を 精 子 運 動 自 動 解 析 装 置HTM-
2030(Hamilton-ThornResearch社製)に て,精 子
運 動 率 を 測 定 し た.
② 遺 伝 子 導 入 さ れ た 精 子 の 体 外 受 精 率
卵 は,PMSG(pregnantmare'sserumgonadotro-
phin,Scrotropin⑭,帝国 臓 器,東 京)お よ びhCG
(humanchor五〇nicgonadotrophin,Gonatropin⑱,帝
国 臓 器,東 京)に よ り ホ ル モ ン処 理 を し,過 剰 排 卵 さ
せ たB6D2Fl雌 マ ウ ス の 卵 管 膨 大 部 よ り採 取 し た も
の を 用 い たD濃 度 調 整 し た 精 子 を,HTF(含BSA
lOmg/ml)培養i液下 に て 媒 精 し,37℃5%CO2in-
cubator内に 放 置 し た.5時 間 後 に 十 分 洗 浄 し,HTF
(含BSA5mg/ml)培 養 液 下 で20時 間 放 置 し た 後,2
細 胞 に卵 割 し た も の を 授 精 した も の と した.
③受精卵お よび胎仔 における遺伝子発現 の検索
受精卵 は,X-gal(5一プロモー4一クロ ロー3一イ ン ドリ
ル βー一D一ガラ ク トピラ ノシ ド)を 用 いた β一galactos1-
dase活性の染色 を行 い.導 入遺伝 子の発現 を観察 し
たD
また前述のIVFに よって得 られた受精卵 を,精 管
結紮 されたICR雄 マ ウス と交配 して作製 した同種偽
妊娠 マ ウスの卵管膨 大部へ,胚 移植 した.そ の 後,
12,5日胎仔 および羊膜 を採取 した.
羊膜 か らDNAをTris-HCI,EDTA,SDS,pro-
teaseKを含 む抽 出液 よ り調整 した,抽 出 したDNA
を用いてPCR法 を行 い,lacZ遺伝子 の検 出 をす る
こ とによ り,胎仔へ の遺伝子導入の有無 を調べ た.プラ
イマーlacZ-1:5'-GCCGAAATCCCGAATCTCTA-
3',iacZ-2:5'-GGCTTCATCCACCACATACA-3'
を用 い,PCR反 応 は94℃30秒,63℃30秒,72℃
30秒によ り,30サイクルで行 った.酵 素 はTaqDNA
polymerase(宝酒造,東 京)を 用 いた,
また胎仔 のX-gal染色 で,遺 伝子発現 の有無 につ
いて も検討 した.
なお,比 較実験 として,ト ランスジェニ ックマウス
作製法に準 じて,自 然交配 によって得 られた受精卵 に
対 してDNAの 微小注 入法 を行 った.前 核 に対 し微
小 ガ ラス管 を用 いて,pCAGGS-lacZ(4ng/μ1)を注
入 した受精卵 を,偽 妊娠マウスの卵管膨大部 に胚移植




精子運動率 は,DNAを 含 まない リポフェ クシ ョン
試薬 のみの場合 に比べ,DNA濃 度依 存性 に低下 し,









































IVFに お け る受 精 率 は,DNAを 含 ま な い リポ
フェクシ ョン試薬 のみ の場 合 は約70%であったが,
DNAを 加 える ことによ り,DNA濃 度依存性 に有意
に低下 した(Table2).
③受精卵お よび胎仔 にお ける遺伝子発現
精子へ遺伝 子導入後 にIVFを 行 った受精卵 におい
て,X-gal染色で遺伝子の発現が認め られた.一 部に
発現 のみられなかった ものや,キ メラの受精卵が観察
された(Fig.2).
妊 娠12.5日目の胎 仔 の 羊 膜 よ りDNAを 調 整 し
PCRを 行 い,遺 伝子導入 の有 無 を調べ た ところ,遺
伝子導入効率は,受 精卵へ遺伝子 を微小注入 した場合
と,精 子へ 遺伝 子導入後 にIVFを 行 った場合 とで,
有意差 は認 め られ なかった.し か し,胎 仔 のX-gal
染色で,遺 伝子 発現 の有無 を調べ たところ,精 子内遺
伝 子導 入後IVF例 で は,す べての例で発現が見 られ
なかった.す なわち,精 子に遺伝子導入 をした場合,
その遺伝子 は次世代へ継承 されることがあ って も,発
現 はされていないこ とが確認 された(Table3).
考 察
男性不妊症の治療は,その原因解明を待たずに飛躍




しか し顕微授精 の長期的安全性の確認 は,ま だ十分
とは言 えず,ま た正常である妻か ら採卵 をす ることな
ど,問 題がないとは言い切 れない.さ らに精子形成障
害 に関す る遺伝子異常やその他の疾病 に関す る遺伝子
異常 など,本 来伝達 されないような遺伝子の異常 が,
次世代に継承 される可能性が危惧 される.
男子不妊症患者の遺伝子解析か ら,一 部の無精子症
患者 のY染 色体長 腕の精子 形成 に関わ る遺伝子 領域
azoospermiafactor(AZF)にお ける変異 一欠損 が報
告 さ れ て い る2'3)現在 まで に,ヒ トY染 色 体 の
RBM4'〉やDAZ5)な どが精子形成 に関わ る遺伝子 とし
てcloningされて きてるが,最 近マ ウスにおいて,常
染 色 体 に存 在 す るDAZLA(DAZ-likeautosomal)
遺伝子が,精 子形成 に関 わるこ とが報告 された6'7)
DA乞LAは ヒ トで は常 染色体3p24または25にmap-
pingされ,DAZと 相同性の高 い領域 を有 し,種 を越
えマ ウス とも高い相 同性 を有 している8)
これ らのことか ら,特 発性 の男性不妊症のかな りは
遺伝子病であ り,補 助生殖技術 の進歩 は,無 精子症の
男性のY染 色体上の異常 を,そ の男児 に継承す るばか
りでな く,精 子形成 の責任遺伝子が常染色体 にあると
した ら,生 まれ た女児 に も継 承 される こ とにな り,
次々世代 の男児が,無 精子症 となる可能性 を秘 めてい
る.
われわれは,こ れ らの遺伝子異常 に対する配偶子遺
伝子治療 について,現 在 における効率 と,精 巣組織 や
精子に対す る侵襲につ いて検討 してきた.
精 子へ の遺 伝 子 導 入 は,1971年Brackettら9)に
よって単 純遺伝子 導入 が初め て行 われ た.そ の 後,
liposome法に よる導入10'11),electroporation法に よ
る導入12)などが試 み られて きたが,こ れ らは基礎 的
な生殖工学技術の進歩が 目的であ り,将 来の臨床 応用
を 目的 と した,遺 伝子導 入に よる細 胞障害 につ いて
は,あ まり考案 されていない.
われわれは,ま ず リポフェクシ ョン法 にて,精 子に
遺伝子導入を行 い,精 子運動性の変化 と受精率への影
響 について検討 した.結 果 は,精 子運動率 および受精
率 とも,DNA濃 度依存性 に低下 した.こ のこ とは,
男子不妊症患者 に応用す る場合,き わめて大 きな問題
になると考え られる.
また,精 子へ の遺伝子導入 は,受 精卵へ遺伝子導入
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